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Nanodelci so delci v velikostnem rangu 1-100 nm (Madkour in sod., 2019). V primerjavi z 
večjimi delci istega materiala, imajo drugačne fizične, kemijske, električne in optične 
lastnosti (Drobne, 2007). Lastnosti nanodelcev so v veliki meri odvisne od njihove velikosti, 
morfologije in uporabe različnih stabilizacijskih sredstev, ki se uporabljajo za njihovo 
zaščito (Madkour in sod., 2019). Nanodelci imajo v primerjavi z makrodelci istega materiala 
višje razmerje med površino in volumnom, zaradi česar je tudi njihova površinska energija 
višja (Forest, 2019). Termodinamsko gledano so nestabilni, zaradi česar v raztopinah zlahka 
agregirajo in na ta način nižajo svojo površinsko energijo. Za preprečevanje agregiranja, se 
uporabljajo stabilizirajoča sredstva v obliki premazov. Termodinamsko se nanodelci lahko 
stabilizirajo tudi z adsorpcijo na okoliške molekule (Madkour in sod., 2019), kar je 
pomembno pri interakcijah delcev z biološkim okoljem, v katerem se znajdejo. V 
zunajceličnem okolju se obdajo z različnimi biomolekulami (proteini, lipidi), ki tvorijo t. i. 
korono. Ta pomembno vpliva na 'biološko identiteto' delcev in igra vlogo pri interakcijah 
nanomaterialov s celicami (Caracciolo in sod., 2017; Shang in sod., 2014). Trenutno je 
najbolje raziskan proteinski del biomolekularne korone, kar imenujemo proteinska korona 
(Strojan, 2018). Na biološke sisteme pomembno vpliva tudi sposobnost odtapljanja ionov, 
ki je značilna za npr. srebrove, bakrove in cinkove delce (Shang in sod., 2014).  
 
Težnja raziskav v 21.stoletju je, da se nadomestijo poskusi in preizkusi na živalih z drugimi 
biološkimi sistemi (Krewski in sod., 2020). V ta namen je mogoče uporabiti poskuse na 
celičnih linijah in vitro ali pa nevretenčarske organizme. Primeren model za biološke in 
toksikološke študije so tudi enocelični evkariontski organizmi (Rajapakse, 2013). Ključne 
pri uporabi novih modelov pa so primerjalne študije modelov, saj ima vsak biološki model 
prednosti in slabosti. V naši nalogi smo primerjali dva različna, dobro poznana biološka 
modela. 
 
1.1 NAMEN DELA 
Namen magistrskega dela je pridobiti znanje o privzemu in učinkih različnih nanomaterialov 
na dva tipa celic (humano celično linijo SH-SY5Y in enocelično pražival Tetrahymena 
thermophila, ki živi v sladkovodnih ribnikih (Maurya in Pandey, 2020)). Preučiti smo želeli  
vplive biokorone tako, da smo primerjali učinke predhodno oblečenih delcev in tistih, ki jih 
predhodno nismo oblekli s proteini.  Pri tem nas je zanimalo, kako biokorona vpliva na 




Zastavili smo sledeče hipoteze: 
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H1: Predpostavljamo, da se bo vpliv in privzem delcev med humano celično linijo in 
enoceličnim organizmom pomembno  razlikoval. 
 
H2: Predpostavljamo, da bo proteinska korona pomembno vplivala na vpliv in privzem 
delcev tako na humano celično linijo kot tudi na enocelični organizem. 
 
Dobljeni rezultati bodo prispevali novo znanje o možnosti spreminjanja učinkov delcev na 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PROTEINSKA KORONA 
2.1.1 Interakcija nanodelcev s proteini 
Nanodelci (v nadaljevanju ND) se v zunajceličnem okolju pod vplivom elektrostatskih sil, 
vodikovih vezi in van der Waalsovih interakcij obdajo z biomolekulami kot so proteini, 
sladkorji in lipidi. Na površini delca se tako tvori t.i. korona, ki določa biološko identiteto 
ND (Forest, 2019; Caracciolo in sod., 2017). Ta je bistveno drugačna od fizikalno-kemijske 
identitete, saj se interakcije mediirajo prek adsorbiranega molekulskega sloja in ne prek gole 
površine delca (Nienhaus in Nienhaus, 2019). Največ raziskav je narejenih na področju 
proteinskega dela korone (ang. protein corona, v nadaljevanju PC). 
 
PC je dinamičen 'oblak' proteinov, ki se pod vplivom kompeticije proteinov za vezavo na 
površino ND, časovno spreminja (Prozeller in sod. 2019; Forest, 2019). Adsorbirani proteini 
iz prvotno tvorjene korone, se lahko desorbirajo, njihovo mesto na površju ND pa zasedejo 
proteini z višjo afiniteto pod vplivom t. i. Vromanovega učinka. ND se v prvih sekundah ali 
minutah po izpostavitvi biološkemu okolju obdajo s prevladujočimi proteini, kasneje pa jih 
zamenjajo manj zastopani proteini z višjo afiniteto. Sestava se tako časovno spreminja, 
količina adsorbiranih proteinov pa ostaja bolj ali manj konstantna (Prozeller in sod., 2019; 
Forest, 2019; Corbo in sod., 2016).  
 
PC sestavljata trda in mehka korona. Trda korona je prvi tesen sloj proteinov, ki se z visoko 
afiniteto veže na površje ND in je zelo stabilna. Izmenjevalni čas teh proteinov je dolg tudi 
več ur. Mehka korona imenujemo drugi sloj proteinov, ki ni neposredno vezan na površje, 
temveč na proteine trde korone. Vezavne sile so šibkejše, zaradi česar je manj stabilna. 
Izmenjevalni čas proteinov kratek (minute ali sekunde). Mehka korona v primerjavi s trdo 
povzroča manjše konformacijske spremembe ND (Forest, 2019; Corbo in sod., 2016). 
 
Za karakterizacijo PC se uporabljajo različni proteomski pristopi, ki temeljijo na masni 
spektometriji (Corbo in sod., 2016).  
 
2.1.2 Sestava proteinske korone 
Sestava PC je edinstvena za vsak nanomaterial, prihaja tudi do razlik med ND istega 
nanomateriala. Odvisna je od fizikalno-kemijskih lastnosti ND (velikost, oblika, površinski 
naboj, površinske modifikacije) in značilnosti biološkega okolja (tip in fiziološko stanje 
plazme, čas inkubacije, T, pH) (Strojan, 2018; Forest, 2019). Med manj pričakovanimi vplivi  
sta bolezensko stanje in uporaba antikoagulantnih sredstev, ki lahko privedeta do različnih 
PC na istem tipu ND. Ta vidik je pomemben predvsem pri načrtovanju personalizirane 
diagnostike in terapije (Strojan, 2018; Zeng in sod., 2019). Med zapostavljenimi dejavniki 
je tudi sestava medija, ki ga uporabimo za osnovno disperzijo ND. Med proteini PC se lahko 
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poleg proteinov medija v katerem nastane PC (medija v katerem redčimo vir proteinov), 
pojavijo tudi proteini medija v katerem redčimo ND (Strojan, 2018).  
 
Sestava PC lahko vpliva na funkcijo, metabolizem in toksičnost nanomateriala. Upoštevati 
moramo, da jo lahko mikrookolja drastično spremenijo. Pomembno je tudi, da lahko 
povezava deluje v obe smeri. Nanomateriali lahko spremenijo konformacijo in bioaktivnost 
adsorbiranih proteinov, ki lahko ob odcepitvi iz delcev samostojno vplivajo na organizem. 
V primeru, da ND denaturira proteine PC, lahko pri uporabi v medicini pride do bolezni 
povezanih z napačnim zvijanjem in agregiranjem proteinov (Zeng in sod., 2019).   
 
Ker sta krvna plazma in serum zelo pogosto uporabljeni eksperimentalni matrici v in vitro 
študijah, je večina raziskav vezanih na PC, ki se ustvari v tovrstnih medijih (Zeng in sod., 
2019). Kljub veliki variabilnosti obstaja ponavljajoč se nabor proteinov, ki se adsorbirajo na 
različne nanomateriale. Gre za proteine, ki so vključeni v celične procese kot so aktivacija 
komplementa, prepoznavanje patogena, koagulacija krvi, itn. Zelo pogosti so imunoglobulin 
G, fibrinogen, apolipoproteini in serumski albumin (Corbo in sod., 2016).  
 
Uporaba primernega medija je pri raziskavah vpliva PC zelo pomembna. Že proteinske 
razlike med serumom in plazmo (kot je npr. fibrinogen), lahko pomembno vplivajo na 
tvorjenje PC (Zeng in sod., 2019). 
 
2.1.3 Vpliv proteinske korone 
PC lahko spremeni fizikalno-kemijske lastnosti ND, vpliva lahko na njihov transport, 
zmožnost tarčnega usmerjanja (pomembno pri farmakokinetiki) in celični privzem 
(Mosquera in sod., 2020).  
 
Osnova citotoksičnosti je interakcija plazemske membrane z reaktivno površino ND, kar 
določa njihov celični privzem. PC lahko zaščiti celice pred površino ND in posledičnim 
privzemom. Eden izmed razlogov je lahko, da  adsorbirane biomolekule zmanjšajo količino 
proste energije na površini delcev, zaradi česar so interakcije med delci in celicami omejene 
(Forest, 2019). Prepreči lahko direkten stik ND s celično membrano in posledično njihovo 
internalizacijo (Mosquera in sod., 2020). Razlog za zmanjšan celični privzem je tudi 
povečana agregacija delcev s PC, kar spremeni efektivno velikost delcev (Strojan, 2018). 
Zmanjšan celični privzem kot posledico agregacije delcev s PC so potrdili tudi Docter in 
sod. (2014), ki so preučevali vpliv amorfnih silikatnih delcev na epitelne celice prebavnega 
trakta.  
 
Wang in sod. so v svoji raziskavi vpliva PC na membrane dokazali, da obstaja korelacija 
med nabojem ND in toksičnostjo. Pozitivno nabiti delci reagirajo z membrano, kar privede 
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do perturbacije in privzema v celico. PC zavaruje celice tako, da modificira naboj delca in 
onemogoči adhezijo na membrano (Wang in sod., 2020). 
 
Raziskave poročajo o različnih vzorcih tvorjenja in citotoksičnosti PC, ki so lahko posledica 
različnih medijev, koncentracije proteinov in celičnega tipa. Tako PC v kompleksu z delci 
grafenovega oksida in SiO2 zmanjša adhezijo delcev na celično membrano in učinkovitost 
privzema v epitelne pljučne celice. Podobno je PC na ogljikovih nanocevkah zmanjšala 
privzem, citotoksičnost in vnetni odziv.  Nasprotno je v primeru delcev železovega oksida 
(s površinskimi alteracijami), PC povečala privzem v limfoblastoidnih celicah. Pri delcih Au 
je tvorjenje PC posledica tudi velikosti in oplaščenja delcev s kemikalijami. V večini 
primerov je PC zmanjšala celični privzem (Zeng in sod., 2019).  
 
Zmanjšan privzem ne pomeni nujno razlike v vplivu na tarčne celice. Obst in sod. (2017) so 
v raziskavi vpliva PC na medicinsko uporabne ND, ugotavljali, da ni statistično pomembnih 
razlik med privzemom in citotoksičnostjo (Wang is sod., 2020; Obst in sod., 2017). 
 
Vloga PC v okoljskih sistemih je še slabo raziskana. V raziskavi so Wang in sod. (2019) 
preverjali vpliv organske snovi na privzem srebrovih ND pri praživali T. thermophila. Za 
simulacijo naravne organske snovi so uporabili mešanico govejega serumskega albumina 
(BSA) in huminskih kislin. Ugotovili so, da proteinski del t.i. eko-korone poveča privzem 
srebrovih delcev z endocitozo posredovano s kaveolami. Oplaščenje z BSA je induciralo 
specifične interakcije med ligandom in receptorjem, kar je privedlo do povečanega celičnega 
privzema. Huminske kisline takega vpliva niso imele.  
 
Kljub številnim raziskavam, nedvoumnih zaključkov, kako posamezen dejavnik vpliva na 
citotoksičnost, ne moremo potrditi, saj so povezave med lastnostmi in vplivi na biološke 
sisteme multivariatne (Strojan, 2018). 
 
2.1.4 Manipulacija celičnega privzema s pomočjo proteinske korone 
Tvorjenje PC se lahko kontrolira na več načinov in se izkoristi za biomedicinske aplikacije 
(Nienhaus in Nienhaus, 2019). Vpliv PC bi lahko uporabili na področju nanomedicine pri 
diagnostiki in prenosu terapevtikov po telesu. Ena izmed takih raziskav je pokazala, da lahko 
celični privzem medicinsko uporabnih zlatih ND (v zadnjem času pogosto uporabljeni v 
protirakavi fototermalni terapiji) manipuliramo s primerno predhodno tvorjeno PC. 
Eksperimenti z mikroglijskimi celicami so pokazali, da je trda korona sestavljena iz visoko 
afinitetnega fibrinogena, dvakrat povečala celični privzem delcev Au s signifikantnim 
znižanjem znotrajceličnega oksidativnega stresa. Učinek je lahko posledica aglomeracije 
ND, kar lahko promovira fagocitozo delcev. Nadzor nad celičnimi privzemom in 
oksidativnim stresom, je pri delcih Au mogoč s selektivnim tvorjenjem korone, ki vključuje 
tudi odstranitev proteinov mehke korone (Kuschnerus in sod., 2020).   
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2.2 IZBRANI NANODELCI  
2.2.1 Nanodelci TiO2  
TiO2 je množično proizvajani nanomaterial, ki ga najdemo v kozmetiki, zaščitnih kremah za 
sončenje in katalizatorjih določenih procesov zgorevanja (Love in sod., 2012; Drobne 2018). 
Gre za kemijsko inerten material (Yapalan in sod., 2010).  
 
Na morebitno citotoksičnost delcev TiO2 lahko vpliva več dejavnikov. Delci so lahko 
fotokatalitsko aktivni, kar pomeni, da UV svetloba poveča njihov oksidativni potencial in 
nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS ang. reactive oxygen species). Druga pomembna 
lastnost je kristalna oblika delcev TiO2. Poznamo rutilno, anatazno in brookitno obliko. 
Nekatere in vitro študije so pokazale, da lahko anatazna struktura deluje bolj citotoksično od 
rutilne, kar bi lahko bila posledica večjega oksidativnega potenciala anataznih kristalov, 
vendar se rezultati razlikujejo glede na tip testiranih celic. Prav tako lahko na citotoksičnost 
vpliva agregacija ND. Delci TiO2 brez površinskih alteracij, kot so premazi, pogosto 
agregirajo, kar vpliva na njihovo efektivno velikost (Love in sod., 2012). 
 
Dokazali so, da se v celicah T. thermophila delci TiO2 kopičijo v prebavnih vakuolah in 
povzročajo biološki odziv. Delci pri tem modelnem organizmu ne delujejo strupeno,  vendar 
niso niti biološko inertni (Rajapakse, 2013).   
 
2.2.2 Nanodelci CuO 
Nanodelci CuO imajo specifične optične, katalitske, mehanske in električne lastnosti, zaradi 
česar se uporabljajo za izdelavo katalizatorjev, superprevodnikov, keramike in 
elektronskega vezja (Jagpreet in sod., 2016).  
 
Bakrovi oksidi imajo lahko oksidacijsko stanje I ali II. Raziskave kažejo na citotoksičnost 
CuO (II) pri številnih humanih celičnih linijah (A549, TT-1, Caco-2, Hep2). In vitro vplivi 
delcev CuO vključujejo citostazo in genotoksičnost pri mišjih makrofagih in izločanje  
vnetnih citokinov TT-1 celic. Delci CuO z oksidacijskim stanjem I inducirajo apoptozo v 
tako v HeLa in melanomskih celicah kot pri normalnih humanih in mišjih celičnih linijah. 
Citotoksični učinki na celice so posledica tvorbe ROS, redukcije celičnega glutationa (GSH) 
in depolarizacije mitohondrijske membrane. Citotoksičnost delcev CuO pripisujejo 
odtapljanju Cu+ ionov, vendar pa nekatere študije predvidevajo specifične toksikološke 
lastnosti CuO ND (Henson in sod., 2019).  
 
2.3 IZBRANI ORGANIZMI 
2.3.1 SH-SY5Y 
SH-SY5Y je humana nevroblastomska celična linija, ki izvira iz malignega tumorja kostnega 
mozga. Gre za trikrat klonirano podlinijo starševske linije SK-N-SH. Ker poseduje številne 
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biokemijske in funkcionalne značilnosti zdravih nevronov, se SH-SY5Y med drugim lahko 
uporablja kot model za preučevanje nevrotoksičnosti (Xie in sod., 2010). 
 
Pomembne značilnosti linije so: 
• Sposobnost celične proliferacije v kulturi za daljše obdobje (Xie in sod., 2010) 
• Rast v adherentni ali plavajoči obliki (Kovalevich in Langford, 2013) 
• Dva različna fenotipa (nevroblastom in epitelnim podobne celice) (Kovalevich in 
Langford, 2013) 
• Sposobnost diferenciacije do zrelega nevronom podobnega fenotipa (Kovalevich in 
Langford, 2013) 
 
2.3.2 Tetrahymena thermophila kot celični model 
Tetrahymena thermophila je pražival iz skupine migetalkarjev, ki je razširjena v 
sladkovodnem okolju (Maurya in Pandey, 2020). Zaradi prehranjevanja z ostalimi vodnimi 
mikroorganizmi, pomembno vpliva na strukturo in populacijsko dinamiko bakterijskih 
združb ter na biogeokemično kroženje elementov kot so dušik, ogljik in žveplo (Sauvant in 
sod., 1999; Mortimer in sod., 2010; Yin in sod., 2011).  
 
Tetrahymena thermophila je hruškasto oblikovan, 50-60 μm dolg in 30 μm širok enocelični 
evkariontski mikroorganizem. Prehranjevalni aparat, ki se nahaja na sprednjem delu celice, 
vsebuje štiri membrane, zaradi česar je dobila ime Tetrahymena. Je fagocitirajoč 
mikroorganizem, ki delce hrane shranjuje in presnavlja v prebavnih vakuolah. 
Nepresnovljeni ostanki se izločajo skozi odprtino citoprokt, ki se nahaja na zadnjem delu 
celice. Število in hitrost nastajanja prebavnih vakuol je indikator različnih okoljskih 
dejavnikov kot so pH, kisik in temperatura. Hkrati so lahko pokazatelj toksičnosti različnih 
ksenobiotikov (Maurya in Pandey, 2020). 
 
Kot modelni evkariontski mikroorganizem se že dolgo uporablja v različnih molekularnih, 
celičnih in toksikoloških študijah (Mortimer in sod., 2010), v zadnjih letih pa se njena 
uporaba uveljavlja tudi v nanotoksikologiji (Rajapakse, 2013). Razlogov za to je več: 
 
• Podobnost genov z ostalimi evkarionti. Več kot 800 genov T. thermophila je 
ortolognih humanim genom, kar je več kot pri pogosto uporabljenem testnem 
organizmu S. cerevisiae (Mortimer in sod., 2010) 
• Kljub sposobnosti proizvajanja različnih nevrotransmiterjev (dopamin, adrenalin, 
noradrenalin, katerholamin), nima živčnega sistema in predstavlja alternativo 
testiranju na živalih (Rajapakse, 2013; Maurya in Pandey, 2020) 
• Dobro razvit sistem za internalizacijo delcev nano velikosti (Mortimer in sod., 2010; 
Maurya in Pandey, 2020);  
8 
Vrečko S. Vpliv in privzem izbranih nanomaterialov pri praživali T.thermophila in celični liniji SH-SY5Y. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
 
 
• Pomembna vloga v vodni prehranjevalni verigi, zaradi česar je primeren organizem 
za oceno ekološkega tveganja (Yin in sod., 2011) 
• Kratek generacijski čas in nezahtevno gojenje v laboratoriju; Tetrahymena je 
prehransko nezahteven organizem, ki lahko do 6 mesecev živi v revnih pogojih 
(Maurya in Pandey, 2020) 
 
2.4 METODE PREVERJANJA CITOTOKSIČNOSTI 
Citotoksičnost je strupenost za celice, ki jo lahko sprožijo različne citotoksične snovi. Sem 
spadajo dejavniki , ki inhibirajo sintezo DNA ali proteinov, vplivajo na produkcijo celične 
energije (učinkujejo na mitohondrije) ali porušijo integriteto celičnih membran. Izpostavitev 
celic takim snovem lahko privede do različnih celičnih odgovorov, kot so apoptoza 
(programirana celična smrt, ki jo definirajo celični in molekularni dogodki, kot so 
citoplazemsko krčenje, kondenzacija jedra in nadzorovana cepitev DNA z endonukleazami), 
nekroza (celična smrt, ki jo opredeljujejo nabrekanje, izguba membranske integritete in liza 
celice) in citostaza oz. preprečevanje celične rasti. Celice, ki v in vitro razmerah doživijo 
hitro nekrozo, nimajo zadostnega časa ali energije za aktivacijo apoptotičnih mehanizmov 
in ne izražajo apoptotskih indikatorjev. Pri in vitro apoptozi, celice eventualno preidejo v 
sekundarno nekrozo (Salih Estifli in sod., 2019). 
 
ND lahko sprožijo celični stres ali celično smrt, z mehanizmi kot so nižja stopnja 
proliferacije, spremenjene signalne poti, avtofagija, lizosomalna disfunckija, porušenje 
citoskeleta in ovirana diferenciacija. Poškodujejo lahko proteine in DNA, spremenijo 
koncentracijo ionov v celici, ovirajo izmenjavo snovi in povzročijo pokanje lizosomov. Vsi 
ti mehanizmi lahko privedejo do apoptoze ali nekroze (Strojan, 2018). 
 
2.4.1 Test z resazurinom 
Resazurin je oksidacijsko-redukcijski indikator celične metabolne aktivnosti. Uporablja se 
za ocenjevanje celične viabilnosti in rasti ter v različnih testih citotoksičnosti. Osnova testa 
je znotrajcelična redukcija resazurina v resorufin znotraj viabilnih, metabolno aktivnih celic. 
Redukcija lahko poteče s pomočjo mitohondrijskih ali mikrosomalnih encimov, encimov v 
dihalni verigi ali s prenašalci elektronov kot je N-metilfenazin metosulfat (PMS). Vir 
elektronov v reakcija sta NADH ali NADPH. Sodeč po raziskavah, direktna redukcija 
resazurina z NADH ni mogoča (Sarker in sod., 2007; Präbst  in sod., 2017).  
 
Resazurin je netoksično temno modro barvilo, ki ne fluorescira. Po difuziji prek celične 
membrane, se v metabolno aktivnih celicah reducira v fluorescirajoč rožnat resorufin (ob 
ekscitaciji pri 579 nm emitira fluorescenčni signal pri 584 nm). To ni nujno zadnji produkt 
reakcije, saj se lahko resorufin nadalje reducira v dihidroresorufin, ki ne fluorescira in je 
skrajno toksičen za celice. Dihidroresorufin se lahko spontano pretvori nazaj v resorufin, 
9 
Vrečko S. Vpliv in privzem izbranih nanomaterialov pri praživali T.thermophila in celični liniji SH-SY5Y. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
 
 
vendar je hitrost reverzne reakcije mnogo počasnejša (Präbst in sod., 2017; Aslantürk, 2018). 
Izmerimo lahko tudi absorbanco resorufina, vendar je detekcija manj občutljiva od meritve 
fluorescence (Aslantürk, 2018).  
 
Resazurin se raztaplja v fizioloških pufrih, kar omogoča direktno uporabo pri delu s 
celičnimi kulturami. Ostale prednosti so nizki stroški in možnost hkratne uporabe drugih 
testov (Aslantürk, 2018).  
 
V primerjavi s pogosto uporabljenimi testi s tetrazolijevimi solmi, je resazurinski test 
občutljivejši in zanesljivejši, vendar moramo pri uporabi upoštevati več faktorjev. 
Resorufinska krivulja ima omejen linearni razpon, ki je odvisen od temperature, pH in 
začetne koncentracije resazurina. Temperatura vpliva na hitrost encimatske reakcije in 
intenziteto signala. Prepogosto odpiranje inkubatorja ali spremembe temperature med 
meritvami lahko privedejo do zmanjšane intenzitete signala (razlika v 2 °C pripelje do 14% 
razlike v reakcijski hitrosti). Prav tako je pomemben konstanten pH, saj se z nižanjem 
vrednosti resorufin lahko pretvori nazaj v resazurin. Rezultat lahko moti tudi previsoka 
koncentracija resazurina, ki lahko toksično vpliva na celice. Parametri med inkubacijo in 
meritvami morajo biti konstantni, da se izognemo tvorbi artefaktov (Aslantürk, 2018).  
 
2.4.2 Test privzema barvila nevtralno rdeče 
Test privzema barvila nevtralno rdeče (NR) je tudi pogosto uporabljen test citotoksičnosti. 
NR je šibko kationsko barvilo, ki s pasivno difuzijo preide celično membrano in se ujame v 
lizosomih. Barvilo se kasneje ekstrahira s kislo etanolovo raztopino (Repetto in sod., 2008). 
 
Privzem NR je odvisen od celičnega vzdrževanja pH gradienta prek produkcije ATP. Pri 
fiziološkem pH je skupni naboj barvila 0, kar omogoča prehod NR v celico. V lizosomih je 
gradient protonov, ki vzdržuje pH nižji kot v citoplazmi, zaradi česar se barvilo nabije in 
obdrži znotraj lizosomov. Ob celični smrti ali zmanjšanem pH gradientu, se barvilo ne 
ujame. Privzem je odvisen tudi od sprememb celičnega površja ali lizosomalnih membran, 
kar omogoča razlikovanje med viabilnimi, poškodovanimi in mrtvimi celicami (Repetto in 
sod., 2008). 
 
Test je občutljiv indikator lizosomalnih poškodb, omogoča nam kvantifikacijo celične 
viabilnosti in rasti. Prednosti so tudi hitrost, preprosto ovrednotenje in neobčutljivost na 
naravne dejavnike kot so temperatura in slanost (Repetto in sod., 2008). Slabost testa je 
občutljivost na nečistoče (Aslantürk, 2018). 
 
2.4.3 Coomassie brilijant modro 
Coomassie briljant modro (ang. Coomassie brilliant blue; v nadaljevanju CBB) je barvilo, 
ki se veže na aromatske in bazične aminokislinske ostanke proteinov. Nastali kompleks 
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absorbira pri valovni dolžini 595 nm. Uporablja se lahko za direktno kvantifikacijo proteinov 
(Ong in sod., 2014). Predpostavljamo, da upad koncentracije proteinov odraža upad deleža 
živih celic. 
 
2.5 PRIVZEM SNOVI V CELICO 
Analiza privzema delcev v celico pokaže dostopnost snovi oz. delcev v mediju za celice. 
Biološka dostopnost  pokaže na tisti delež onesnažil, ki je potencialno zmožen izzvati kvarno 
delovanje, ni pa izključno ta delež potencialno strupen (Love in sod., 2012). Celična 
membrana je prvo mesto stika z ND. Stopnja in mehanizem privzema ND sta odvisna od 
celičnega tipa in lastnosti ND (Rajapakse, 2013).  
 
2.5.1 Endocitoza: fagocitoza in z receptorji posredovana endocitoza 
Endocitoza je celični proces, pri katerem celica vnese snov v svojo notranjost. Endocitoza 
je treh tipov: fagocitoza, pinocitoza in z receptorji posredovana endocitoza. Endocitoza 
temelji na različnih vrstah prevzema materiala. Velike trdne delce, kot so celični ostanki in 
odmrle celice, prevzame fagocitoza. Fagocitoza sodeluje tudi v obrambnih mehanizmih 
celice ali pri prehranjevanju enoceličarjev in nekaterih večceličarjev (ožigalkarji), 
pinocitoza pa zavzame tekočine in raztopljene snovi v njej. Fagocitotska aktivnost je celični 
proces, ki je lahko ustrezen model in biološki kazalnik za preučevanje vnosa (celične 
internalizacije s fagocitozo) različnih materialov. Skoraj vse celice v telesu s pinocitozo v 
celico vnesejo hranila, ione in druge makromolekule. Tretji in najbolj specifičen mehanizem 
endocitoze je z receptorji posredovana endocitoza. Pri tem sodelujejo receptorji, ki 
zaznavajo molekule, ki nato sprožijo endocitozo (Wu in sod., 2014).  
 
Pri vseh mehanizmih endocitoze je material privzet v notranjost celice obdan z membrano, 
ki tvori vezikle. Privzet material je lahko: deli celic, encimi, odmrle celice, patogeni, 
hormoni, hranila, (nano)delci. Nasproten mehanizem endocitoze je eksocitoza, ki vključuje 
odstranjevanje materiala iz celice, ki so zaprti v vezikle (Wu in sod., 2014). 
 
Celični privzem ND poteka z difuzijo in z različnimi endocitotskimi potmi (klaritinsko 
posredovana endocitoza, kaveolarna endocitoza, fagocitoza). ND se znotraj celice 
akumulirajo v lizosomih, od koder se lahko kasneje s procesom eksocitoze tudi odstranijo 
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2.5.2 Metode za ugotavljanje privzema snovi v celico 
2.5.2.1 Mikroskopija 
 
Za namen ugotavljanja privzema snovi v celico, se pogosto uporabljajo različne 
mikroskopske tehnike. Svetlobna mikroskopija je zaradi minimalne priprave vzorcev ena 
izmed njih. Poleg tega, da lahko s pomočjo svetlobnega mikroskopa opazujemo celice 
različnih velikosti, žive ali mrtve, statične ali premikajoče, nam omogoča tudi vrsto 
kontrastnih tehnik, ki nam podaja informacijo o fizikalnih, kemijskih in bioloških lastnostih 
celic (Evennett in Hammond, 2005). 
 
2.5.2.2 Test privzema barvila nevtralno rdeče 
 
Že opisana metoda privzema barvila NR, se poleg preverjanja citotoksičnosti lahko uporabi 
tudi kot metoda za ugotavljanje celičnega privzema snovi.  Povečano število lizosomov 
nakazuje znotrajcelično akumulacijo ND (Kononenko in sod., 2019). Vrednosti fluorescence 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
• Laminarij (Iskra Pio) 
• Inkubator (Memmert) 
• Inkubator  Heratherm (Thermo Fisher Scientific) 
• Centrifuga Sigma 3-30 KS, rotor št. 12110  
• Centrifuga Centric 332B (Tehtnica Železniki) 
• Cytation 3 Imaging Reader (Biotek Instruments) 
• Sonikator Sonis (Iskra Pio) 
• Rotor  
• Vorteks (Select BioProducts) 
• Mikrotitrske plošče z 96 jamicami (Thermo Fisher Scientific) 
• Analitska tehtnica (Kern ABT)  
• Mikroskop Imager. Z1 (Zeiss) 
• 0,20 µm filtri PVDF (Sigma Aldrich) 
• Gojitvene posodice T25 in T75 
• Hemocitometer (Bürger Türk) 
• Avtomatska pipeta 100-1.000 L Transferpette S 
• Avtomatska pipeta 20-200 L Transferpette S 
• Avtomatska pipeta 1-10 L Transferpette S 
• Multikanalna pipeta 10–100 L (Thermo Fisher Scientific) 
• Mikrocentrifugirke 1 in 2 mL 
• Plastične centrifugirke 15 in 50 mL (BrandTech) 
Seznam uporabljenih kemikalij in gojišč  
• DMEM (Sigma Aldrich) 
• FBS (Sigma Aldrich) 
• BSA (Sigma Aldrich) 
• PBS (Sigma Aldrich) 
• Tripsin-EDTA (Sigma Aldrich) 
• H2O2  
• K2Cr2O7 
• Resazurin (Sigma Aldrich) 
• NR (Sigma Aldrich) 
• CBB (Sigma Aldrich) 
• 0,1 M NaOH 
• Ledocetna kislina 
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3.1.2 Uporabljeni nanodelci  
V raziskavi smo uporabili delce TiO2 in CuO, katerih značilnosti prikazujeta preglednici 1 
in 2.  
 
Preglednica 1: Značilnosti izbranih delcev TiO2 
Šifra 












E-171 TiO2-1   
Pigmentirani neoplaščeni 
anatazni delci  99,5 Vsebuje 
Ne 
vsebuje > 100 
G-25 TiO2-2 
Neoplaščeni nano anatazni delci 




Pigmentirani rutilni delci 
oplaščeni z Al-oksidom, Zr-
oksidom in s poliolom 94,1 
Ne 
vsebuje > 98% 500 
 
Preglednica 2: Značilnosti izbranih delcev CuO 
Šifra 
proizvajalca 
Oznaka ND pH (izmerjen v PBS s pH 
7,2-7,4) 
Ϛ-potencial [mV] Povprečna velikost ND 
[nm]  
CuO-68 CuO 7,2 -16 < 50 
 
3.1.3 Gojišča za T. thermophila 
Gojišča za TTH smo pripravili sami. Komponente bogatega gojišča (BG) so napisane v 
preglednici  3. Sulfati in kloridi, ki so potrebni za pripravo BG so predstavljeni v 
preglednicah 4 in 5. Revno gojišče (RG), ki smo ga uporabljali za eksperimente, smo 
pripravili na enak način kot BG, vendar brez peptona in kvasnega ekstrakta. Gojišču smo 
umerili pH  na vrednost 7,35 z 0,1 M HCl. Prelili smo jih v 300 mL serumske stekleničke, 
jih zaprli s staničevinastim zamaškom in avtoklavirali.  
 
Preglednica 3: Sestava BG 
Sestavina gojišča Količina 
Bakteriološki pepton 5 g 
D-glukoza 5 g 
Kvasni ekstrakt 1 g 
Trisma-base 1,2114 g 
Kloridi 10 mL 
Sulfati 10 mL 




Vrečko S. Vpliv in privzem izbranih nanomaterialov pri praživali T.thermophila in celični liniji SH-SY5Y. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2021 
 
 
Preglednica 4: Kloridi za pripravo BG 
Sestavina Količina 
CaCl2 x 2H2O 0,5 g 
CuCl2 x 2H2O 0,05 g 
FeCl3 x 6H2O 0, 0125 g 
dd H2O 100 mL 
 
Preglednica 5: Sulfati za pripravo BG 
Sestavina Količina 
MgSO4 x 7H2O 1 g 
Fe(NH4)2(SO4) x 6H2O 0,25 g 
MnCl2 x 6H2O 0,005 g 
ZnCl2 0,0005 g 
dd H2O 100 mL 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Presajanje celične linije SH-SY5Y 
Celice SH- SY5Y smo presajali vsake 3-4 dni po postopku  za presajanje celičnih linij. 
Celično kulturo smo vzdrževali pri stalnih pogojih (37 °C,  65,5% zračna vlaga, 5% CO2). 
Za kultivacijo smo uporabljali gojišče DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium-
glutaMAX) z dodatkom 10 % zarodnega govejega seruma FBS (ang. fetal bovine serum) in  
4 mM L-glutamina. Uporabljali smo gojitvene posodice T25 ali T75. Presajanje celic je 
potekalo v strogih aseptičnih pogojih v laminariju. Po odstranitvi starega gojišča s pomočjo 
sesala, smo dno posodice sprali z 5-7 mL fosfatnega pufra PBS (Dulbecco's Phosphate 
Buffered Saline). Odsesali smo PBS in adherentne celice tripsinizirali z dodatkom 1-1,5 mL 
Tripsin-EDTA. Za optimalno delovanje encima, smo celice skupaj s tripsinom inkubirali 4-
5 minut pri  37 °C. Po inkubaciji smo encim deaktivirali z dodatkom 7 mL DMEM. 
Suspenzijo smo centrifugirali (1100 rpm, 5 min) in pazljivo odsesali supernatant. Celice smo 
resuspendirali v 7-11 mL svežega DMEM in jih v razmerju celice: DMEM = 1: 4 presadili 
v novo gojitveno posodico.  
 
Za eksperimente smo uporabljali celične pasaže 15 do 35. 
 
3.2.2 Priprava suspenzij ND 
Iz praškastih ND smo pripravili založne suspenzije s koncentracijo 10 mg/ mL tako, da smo 
delce na analitski tehtnici natehtali do ustrezne količine in jih redčili z miliQ vodo. Založno 
suspenzijo delcev CuO smo pred vsakim eksperimentom sonicirali v ultrazvočni kopeli (15 
min, 250 W, 50 Hz, Sonis 2GT). 
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3.2.3 Nasajanje celic SH- SY5Y za eksperiment (1. dan) 
Koncentracija celic SH- SY5Y, ki smo jo uporabljali za eksperimente, je bila 2x105 
celic/mL. Celice smo pri 100x povečavi svetlobnega mikroskopa prešteli s pomočjo 
hemocitometra (Bürger Türk). V odvisnosti od želenega končnega volumna, smo izračunali 
potrebno količino celične suspenzije in jo ustrezno razredčili v gojišču DMEM s FBS.   
 
Po 100 µL ustrezno redčene celične suspenzije smo nasadili na prozorne 96- jamične 
mikrotitrske plošče (B-H). Vrhnjo vrstico (A) na plošči smo uporabili kot kontrolo 
fluorescence samega gojišča in delcev, zaradi česar vanjo nismo nasadili celic.  
 
Celice smo inkubirali čez noč (37 °C,  65,5 % zračna vlaga, 5 % CO2). 
 
3.2.4 Izpostavitev celic SH- SY5Y nanodelcem (2. dan) 
Pred tretiranjem celic, smo pripravili ustrezne koncentracije suspenzij ND (s proteinsko 
korono in brez).  
 
Delcem, ki smo jih želeli obdati s proteinsko korono, smo dodali 0,5 mg/ mL govejega 
serumskega albumina BSA (ang. bovine serum albumin) v razmerju 1:1 (700 µL založne 
suspenzije ND in 700 µL raztopine BSA). Tako pripravljene suspenzije v 
mikrocentrifugirkah smo inkubirali 1 uro na rotorju. Gole delce, ki jih nismo želeli obdati s 
proteinsko korono, smo pri enakih pogojih inkubirali z vodo MQ. 
 
Po inkubaciji smo suspenzije 15 min centrifugirali pri 21000 X g. Aseptično smo odstranili 
supernatant in ND resuspendirali v 1 mL gojišča  DMEM brez FBS (t. i. stradalnem gojišču), 
ter jih dalje  redčili do končnih koncentracij 1 µg/ mL; 10 µg/ mL; 50 µg/ mL; in 75 µg/ mL. 
 
Iz nasajenih mikrotitrskih plošč smo odsesali staro gojišče in pritrjene celice izpostavili 50 
µL testne snovi. Za pozitivno kontrolo smo uporabili 50 µL 0,5 mM H2O2, za negativno 
kontrolo pa 50 µL stradalnega gojišča. 
 
Celice  smo inkubirali čez noč (37 °C,  65,5 % zračna vlaga, 5 % CO2). 
 
3.2.5 Preverjanje citotoksičnosti ND (3. dan) 
Citotoksičnost smo preverjali s tremi različnimi barvili: resazurin, NR in CBB. Resazurin in 
NR smo vorteksirali ter aseptično pripravili ustrezne delovne raztopine (resazurin: založna 
koncentracija 1,5 mg/ mL, delovna koncentracija 0,15 mg/ mL redčena v PBS; NR: založna 
koncentracija 4 mg/ mL, delovna koncentracija 0,4 mg/ mL redčena v PBS, prefiltrirana 
preko 0,20 µm filtra PVDF). 
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Z multikanalno pipeto smo v vrstice A-G odpipetirali 30 µL resazurina in 18 µL NR. Po 3-
urni inkubaciji (37 °C,  65,5 % zračna vlaga, 5 % CO2) smo na mikročitalcu BioTek preverili 
vpliv ND z merjenjem fluorescence resazurina (ekscitacijski filter 560 nm in emisijski filter 
590 nm). Po opravljenih meritvah fluorescence resazurina smo iz mikrotitrskih plošč 
odsesali suspenzije ND v stradalnem gojišču in barvila. V vsako jamico smo dodali 80 µL 
topila za NR (50 % etanola (96 %), 49 % destilirane vode, 1 % ledocetne kisline) in 
premešali. Po 5 min smo na mikročitalcu izmerili fluorescenco NR (ekscitacijski filter 530 
nm in emisijski filter 645 nm). Odsesali smo topilo in dodali 30 µL barvila CBB na jamico. 
Po 15-minutni inkubaciji smo odsesali barvilo in v jamice dodali po 60 µL 0.1 M NaOH in 
topila za NR. Na mikročitalcu smo izmerili absorbanco CBB pri 595 nm.  
 
Za vsak vzorec smo naredili 3 ponovitve poskusa, razen v enem primeru (test privzema NR 
za delce CuO), kjer smo naredili 2 poskusa.  
3.2.6 Precepljanje Tetrahymena thermophila 
Kulturo Tetrahymena thermophila (v nadaljevanju TTH) smo precepljali vsake 5-7 dni in jo 
vzdrževali pri stalnih pogojih v inkubatorju Heratherm pri 32 °C. 
 
TTH smo presajali v aseptičnih pogojih. Določen volumen kulture v starem gojišču smo 
precepili v sveže bogato gojišče za TTH (sveže gojišče: kultura = 30: 1).  
 
3.2.7 Nacepljanje celic TTH in izpostavitev ND (1. dan)  
Koncentracija TTH, ki smo jo uporabljali za eksperimente, je bila 2x104 celic/mL. TTH smo 
prešteli s hemocitometrom Bürger Türk pri 100x mikroskopski povečavi (za lažje štetje smo 
jih inaktivirali z 70 % etanolom) in izračunali ustrezen inokulum. TTH smo redčili v revnem 
gojišču brez peptona in kvasnega ekstrakta. Po 100 µL ustrezno koncentrirane suspenzije 
smo nasadili na mikrotitrske plošče (vrstice B-H). Vrhnjo vrstico (A) smo uporabili za 
kontrolo fluorescence samega gojišča in ND.  
 
Ker se TTH za razliko od celic SH-SY5Y ne pritrdijo na dno jamic, smo jih izpostavili ND 
še istega dne. Starega gojišča pred tem nismo odsesali, zaradi česar smo pripravili 3x višje 
koncentracije testnih snovi. 
 
Enako kot pri celični liniji SH-SY5Y, smo za preverjanje vpliva proteinske korone delce 
inkubirali bodisi v raztopini BSA bodisi v miliQ vodi. Po 1-urni inkubaciji na rotorju, smo 
suspenzije delcev 15 min centrifugirali pri 21000 X g. Aseptično smo odstranili supernatant 
in ND resuspendirali v 1 mL revnega gojišča, ter jih dalje redčili do koncentracij  3 µg/ mL 
(končna koncentracija na mikrotitrski plošči 1 µg/ mL); 30 µg/ mL (10 µg/ mL); 150 µg/ 
mL (50 µg/ mL); in 225 µg/ mL (75 µg/ mL).  
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Kot pozitivno kontrolo smo uporabili 50 µL 50 µg/ mL kalijevega bikromata (končna 
koncentracija na plošči 150 µg/ mL), kot negativno kontrolo pa 50 µL revnega gojišča. 
 
Po 50 µL testne mešanice smo nanesli na mikrotitrske plošče (vrstice A-H).  
 
Celice TTH smo inkubirali čez noč pri 32 °C 
 
3.2.8 Preverjanje citotoksičnosti in privzema delcev (2.  dan) 
Vpliv ND na TTH smo preverjali z merjenjem fluorescence resazurina. Uporabili smo enak 
postopek kot pri celični liniji SH-SY5Y. 
 
Za vsak vzorec smo naredili 3 ponovitve poskusa. 
  
Iz mikrotitrske plošče smo iz vrstice H (brez dodanega resazurina) po končanem 
eksperimentu odpipetirali celice TTH z ND in pripravili preparate za svetlobno 
mikroskopijo. Za testiranje privzema ND smo uporabili dvojne ND titanovega dioksida z 
anatazno strukturo (TiO2-1 in TiO2-2). Z mikroskopom Imager.Z1 smo pregledali preparate 
ND s proteinsko korono in brez. Uporabili smo filtra DIC (ang. differential interference 
contrast) in BF (ang. bright field) in naredili mikrografe oz. fotografije izpostavljenih 
praživali. BF je oblika mikroskopije, kjer svetloba preseva skozi preparat in se absorbira v 
optično gostejših območjih vzorca, kot so ND. Na mikrografu so zato ND kontrastni s 
celicami. Filter DIC smo uporabili, saj na fotografiji prikaže 3D relief celice. DIC se pogosto 
uporablja pri nepobarvanih ali slabo kontrastnih vzorcih, kakršna je tudi uporabljena T. 
thermophila. 
 
3.2.9 Statistična analiza  podatkov 
Izmerjenim povprečnim vrednostim fluorescence resorufina po izpostavitvi kulturam, smo 
odšteli fluorescenco ozadja (gojišče brez celic z dodanimi ND). Fluorescenco oz. viabilnost 
izpostavljenih celic smo normalizirali na fluorescenco negativne kontrole tako, da smo 
povprečne vrednosti delili s povprečjem negativne kontrole. Rezultate smo analizirali  in 
prikazali s programom Excel (Microsoft Office 2013). Pozitivne kontrole na grafikonih  
nismo predstavljali. Pri njej se je preživelost celic zmanjšala za vsaj 60%.  
 
Pri fluorescenci NR  in absorbanci CBB smo rezultate statistično analizirali  in prikazali na 
enak način kot pri testu z resazurinom. 
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4 REZULTATI  
4.1 VPLIV POSAMEZNIH ND NA TESTNA ORGANIZMA 
4.1.1 Vpliv delcev  TiO2-1   na celično linijo SH-SY5Y 
Rezultati testa z resazurinom (slika 1) kažejo, da po 24-urni izpostavitvi nobena 
koncentracija  TiO2-1   ni vplivala na metabolno aktivnost tretiranih celic SH-SY5Y. V 
primerjavi z negativno kontrolo, edino statistično značilno razliko opazimo pri ND brez PC 
s koncentracijo 1 µg/mL (*p < 0,05). Pri nobeni koncentraciji ND ni statistično značilne 
razlike med delci s in brez PC. 
 
Slika 1: Metabolna aktivnost celic SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi  TiO2-1 ND (oblečenimi z BSA in 
neoblečenimi), merjena preko redukcije resazurina. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo (NK). 
Število celic na jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega tretmaja v 
primerjavi s kontrolo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko korono v 
primerjavi z delci brez korone: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
Pri testu privzema barvila nevtral rdeče (slika 2) po 24-urni izpostavitvi ND opazimo 
drugačen vzorec. Vidimo lahko, da povprečna vrednost fluorescence NR po izpostavljenosti 
delcem s PC neenakomerno narašča z večanjem  njihove koncentracije. Največja povprečna 
fluorescenca (?̅? = 142,7 %) je vidna pri 75 µg/mL, kjer je sicer največji tudi standardni 
odklon (± 39,5 %). Pri nobeni koncentraciji ND s PC ni statistično značilne razlike v 
primerjavi z negativno kontrolo. Nasprotno opazimo pri ND brez PC upad fluorescence NR 
glede na negativno kontrolo pri koncentracijah 1 µg/mL in 10 µg/mL (89,8±13,4 % in 
77,6±16,2 %) in nato ponoven dvig pri koncentracijah 50 µg/mL in 75 µg/mL. Tudi pri 
delcih brez proteinske korone ni statistično značilnih razlik v primerjavi z negativno 





































TiO2-1 s korono TiO2-1 brez korone
*
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Slika 2: Stabilnost lizosomov pri celicah SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi TiO2-1 ND (oblečenim z BSA in 
neoblečenim), merjena s testom privzema NR. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo (NK). 
Uporabljeno število celic na jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
Rezultati testa s CBB (slika 3) po 24-urni izpostavitvi delcem, podobno kot rezultati testa 
privzema NR, kažejo na postopen upad absorbance pri delcih brez korone v vzorcih 
izpostavljenih  koncentracijam 1 µg/mL in 10 µg/mL in ponoven dvig pri večjih 
koncentracijah. Največji standardni odklon (±39,2 %) je pri delcih brez PC s koncentracijo 
10 µg/mL. Pri delcih s korono smo opazili rahel upad absorbance pri koncentracijah 1 
µg/mL, 10 µg/mL in 50 µg/mL in dvig pri največji koncentraciji. Statistično značilne razlike 
v primerjavi z negativno  kontrolo so pri delcih s in brez PC s koncentracijo 1 µg/mL (*p < 
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Slika 3: Celokupna koncentracija celičnih proteinov celic SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi TiO2-1   ND 
(oblečenim z BSA in neoblečenim), merjena s testom privzema CBB. Vrednosti so normalizirane na negativno 
kontrolo (NK). Uporabljeno število celic na jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti 
posameznega tretmaja v primerjavi s kontrolo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s 
proteinsko korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
 
4.1.2 Vpliv delcev TiO2-1   na pražival T. thermophila 
Pri testu z resazurinom (slika 4) vidimo, da je po 24-urni izpostavitvi ND prišlo do manjšega 
upada metabolne aktivnosti tretiranih T.thermophila pri delcih s PC s koncentracijami 1 
µg/mL in 10 µg/mL in do dviga pri koncentraciji 75 µg/mL, vendar pa rezultati v primerjavi 
z negativno kontrolo niso statistično značilni. Pri delcih brez PC s koncentracijami 1 µg/mL 
in 10 µg/mL je opazno statistično značilno znižanje metabolne aktivnosti kulture praživali 
(88,0±5,7 % in 92,2±4,6 %) (*p < 0,05). Statistično značilne razlike med kulturami 
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Slika 4: Metabolna aktivnost T. thermophila po 24-urni izpostavitvi TiO2-1 ND (oblečenim z BSA in 
neoblečenim), merjena preko redukcije resazurina. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo (NK). 
Število celic T. thermophila na jamico: 2000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
 
4.1.3 Vpliv delcev TiO2-2 na celično linijo SH-SY5Y 
Rezultati testa z resazurinom (slika 5) kažejo, da so po 24-urni izpostavitvi ND večje 
koncentracije delcev TiO2-2 stimulatorno vplivale na metabolno aktivnost tretiranih celic 
SH-SY5Y. Stimulatoren učinek je s statistično značilnostjo (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 
0,001) viden pri delcih brez korone s koncentracijami 10 µg/mL, 50 µg/mL in 75 µg/mL. 
Pri ND s PC je bila pri večjih koncentracijah ND izmerjena povprečna vrednost fluorescence 
višja, vendar razlika ni bila statistično značilna. Med kulturami izpostavljenimi ND brez in 
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Slika 5: Metabolna aktivnost SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi TiO2-2 ND (oblečenim z BSA in neoblečenim), 
merjena preko redukcije resazurina. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo (NK). Število celic na 
jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega tretmaja v primerjavi s kontrolo: 
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko korono v primerjavi z delci brez: °p 
< 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
Test privzema NR (slika 6) kaže, da izbrani ND po 24-urni izpostavitvi niso kvarno vplivali 
na stabilnost lizosomov tretiranih celic SH-SY5Y. Pri ND s PC smo v povprečju zaznali 
povečano fluorescenco NR pri koncentracijah 10 µg/mL in 75 µg/mL, vendar razlike niso 
bile statistično značilne. Statistično značilne razlike v primerjavi z negativno kontrolo nismo 
zaznali niti pri ND brez PC. Med vzorci tretiranimi z delci s in brez PC prav tako nismo 
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Slika 6: Stabilnost lizosomov pri celicah SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi TiO2-2 ND (oblečenim z BSA in 
neoblečenim), merjena s testom privzema NR. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo (NK). 
Uporabljeno število celic na jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
Rezultati testa s CBB (slika 7) po 24-urni izpostavitvi delcem kažejo večjo koncentracijo 
proteinov celic SH-SY5Y pri delcih brez PC. Največja koncentracija proteinov je bila 
izmerjena pri delcih brez PC s koncentracijo 10 µg/mL (?̅? = 138,6 %). Rezultat je statistično 
značilen (***p < 0,001). Pri ostalih koncentracijah delcev brez PC je v primerjavi s kontrolo 
tudi prišlo do večje izmerjene absorbance, vendar je samo pri 75 µg/mL  rezultat statistično 
značilen (*p < 0,05). Statistično značilna razlika med ND s in brez PC je pri koncentracijah 
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Slika 7: Celokupna koncentracija celičnih proteinov celic SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi TiO2-2 ND 
(oblečenim z BSA in neoblečenim), merjena s testom CBB. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo 
(NK). Uporabljeno število celic na jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
 
4.1.4 Vpliv delcev TiO2-2 na pražival T. thermophila 
Pri testu z resazurinom (slika 8) vidimo, da je po 24-urni izpostavitvi ND prišlo do statistično 
značilnega (*p < 0,05) upada metabolne aktivnosti  tretiranih celic T.thermophila pri delcih 
brez PC s koncentracijo 1 µg/mL. Pri ND s PC opazimo povečano metabolno aktivnost pri 
koncentracijah 50 µg/mL in 75 µg/mL s statistično značilno razliko (**p < 0,01). Med 
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Slika 8: Metabolna aktivnost T. thermophila po 24-urni izpostavitvi TiO2-2 ND (oblečenim z BSA in 
neoblečenim), merjena preko redukcije resazurina. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo (NK). 
Število celic T. thermophila na jamico: 2000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
 
4.1.5 Vpliv delcev TiO2-3 na celično linijo SH-SY5Y 
Test z resazurinom (slika 9) kaže, da so po 24-urni izpostavitvi delci brez PC zmanjšali 
metabolno aktivnost tretiranih celic SH-SY5Y. Zmanjšana metabolna aktivnost je s 
statistično značilnostjo (**p < 0,01) vidna pri delcih brez PC s koncentracijami 10 µg/mL, 
50 µg/mL in 75 µg/mL. Pri ND s PC vpliva na celice ni bilo. Med ND s PC in ND brez PC 
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Slika 9: Metabolna aktivnost SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi TiO2-3 ND (oblečenim z BSA in neoblečenim), 
merjena preko redukcije resazurina. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo (NK). Število celic na 
jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega tretmaja v primerjavi s kontrolo: 
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko korono v primerjavi z delci brez: °p 
< 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
Pri testu privzema NR (slika 10) vidimo, da je po 24-urni izpostavitvi delcem brez PC prišlo 
do zmanjšane fluorescence barvila NR pri koncentracijah 50 µg/mL in 75 µg/mL. Pri delcih 
s PC je prišlo do zmanjšane fluorescence NR pri koncentraciji 10 µg/mL. Rezultati v 
primerjavi s kontrolo v nobenem primeru niso statistično različni. Prav tako ni statistično 
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Slika 10: Stabilnost lizosomov pri celicah SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi TiO2-3 ND (oblečenim z BSA in 
neoblečenim), merjena s testom privzema NR. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo (NK). 
Uporabljeno število celic na jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
 
Rezultati testa s CBB (slika 11) kažejo, da je po 24-urni izpostavitvi ND brez PC prišlo do 
upada celokupne koncentracije celičnih proteinov tretiranih celic SH-SY5Y. Statistično 
značilen rezultat je viden pri delcih brez PC s koncentracijami 10 µg/mL (*p < 0,05) in 75 
µg/mL (***p < 0,001). Pri ND s PC vpliva na koncentracijo celičnih proteinov ni bilo. Pri 
koncentracijah 10 µg/mL in 50 µg/mL je povprečna izmerjena absorbanca povečana, vendar 
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Slika 11: Celokupna koncentracija celičnih proteinov celic SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi TiO2-3 ND 
(oblečenim z BSA in neoblečenim), merjena s testom CBB. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo 
(NK). Uporabljeno število celic na jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
 
4.1.6 Vpliv delcev TiO2-3 na pražival T. thermophila 
Pri testu z resazurinom (slika 12) vidimo, da je po 24-urni izpostavitvi ND prišlo do upada 
metabolne aktivnosti tretiranih T.thermophila  pri delcih brez PC s koncentracijo 10 µg/mL 
(*p < 0,05). Pri kulturah izpostavljenih ND s PC opazimo podoben vzorec, saj je pri manjših 
koncentracijah prišlo do upada metabolne aktivnosti (pri 1 µg/mL je s **p < 0,01 statistično 
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Slika 12: Metabolna aktivnost T. thermophila po 24-urni izpostavitvi TiO2-3 ND (oblečenim z BSA in 
neoblečenim), merjena preko redukcije resazurina. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo (NK). 
Število celic T. thermophila na jamico: 2000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
 
4.1.7 Vpliv delcev CuO na celično linijo SH-SY5Y 
Pri testu z resazurinom (slika 13) vidimo, da je po 24-urni izpostavitvi delcem prišlo do 
upada metabolne aktivnosti tretiranih celic SH-SY5Y. Pri delcih s PC je s statistično 
značilnostjo viden upad metabolne aktivnosti pri koncentracijah 10 µg/mL (*p < 0,05), 50 
µg/mL (*p < 0,05) in 75 µg/mL (**p < 0,01).  Pri ND brez PC je upad metabolne aktivnosti 
še večji in v primerjavi s kontrolo statistično značilno različen pri vseh koncentracijah (**p 
< 0,01; ***p < 0,001). Med delci s in brez PC so statistično značilne razlike pri 
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Slika 13: Metabolna aktivnost SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi CuO ND (oblečenim z BSA in neoblečenim), 
merjena preko redukcije resazurina. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo (NK). Število celic na 
jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega tretmaja v primerjavi s kontrolo: 
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko korono v primerjavi z delci brez: °p 
< 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
 
Pri testu privzema barvila nevtral rdeče (slika 14) po 24-urni izpostavitvi ND opazimo 
drugačen vzorec. Vidimo lahko, da fluorescenca NR pri delcih s in brez PC po 
izpostavljenosti najprej upade in se nato pri največji koncentraciji dvigne nad kontrolni nivo. 
Pri delcih s PC je v primerjavi s kontrolo statistično značilna razlika pri koncentraciji 10 
µg/mL (*p < 0,05), pri delcih brez PC pa pri koncentracijah 50 µg/mL (*p < 0,05)  in 75 
µg/mL (*p < 0,05). Statistično značilnih razlik med kulturami izpostavljenimi delcem s in 
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Slika 14: Stabilnost lizosomov pri celicah SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi CuO ND (oblečenim z BSA in 
neoblečenim), merjena preko redukcije resazurina. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo (NK). 
Število celic na jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega tretmaja v 
primerjavi s kontrolo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko korono v 
primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
 
Rezultati testa s CBB (slika 15)  po 24-urni izpostavitvi kažejo podoben vzorec 
citotoksičnosti kot rezultati testa z resazurinom, le da je koncentracija celičnih proteinov SH-
SY5Y celic manjša po izpostavitvi ND s PC. Delci s PC so vplivali na vsebnost celičnih 
proteinov pri vseh koncentracijah ND s statistično značilno razliko (*p < 0,05; **p < 0,01; 
***p < 0,001) pri delcih brez PC pa pri koncentracijah 1 µg/mL (**p < 0,01), 50 µg/mL 
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Slika 15: Celokupna koncentracija celičnih proteinov celic SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi CuO ND 
(oblečenim z BSA in neoblečenim), merjena s testom CBB. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo 
(NK). Uporabljeno število celic na jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
 
4.1.8 Vpliv delcev CuO na pražival T. thermophila 
Pri testu z resazurinom (slika 16) vidimo, da je po 24-urni izpostavitvi delcem CuO prišlo 
do dviga metabolne aktivnosti tretiranih praživali T. thermophila. Pri ND s PC je s statistično 
značilnostjo viden dvig metabolne aktivnosti pri koncentracijah 10 µg/mL, 50 µg/mL in 75 
µg/mL (***p < 0,001).  Pri ND brez PC je stimulatoren učinek na metabolno aktivnost viden 
pri koncentracijah 50 µg/mL (*p < 0,05) in 75 µg/mL (***p < 0,001).  Med delci s in brez 
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Slika 16: Metabolna aktivnost T. thermophila po 24-urni izpostavitvi CuO ND (oblečenim z BSA in 
neoblečenim), merjena preko redukcije resazurina. Vrednosti so normalizirane na negativno kontrolo (NK). 
Število celic T. thermophila na jamico: 2000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
  
4.2 PRIMERJAVA REZULTATOV RAZLIČNIH METOD PRI SH-SY5Y 
Na sliki 17 lahko vidimo, da niti koncentracija, niti prisotnost PC nista vplivali na 
citotoksičnost delcev TiO2-1. Pri testu privzema NR in CBB  je prišlo do večjih standardnih 
odklonov. 
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Slika 17: Vpliv nano TiO2-1  na SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi. Vrednosti so normalizirane na negativno 
kontrolo (NK). Število celic na jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± SD; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
            
Testa z resazurinom in s CBB kažeta stimulatorno delovanje delcev TiO2-2 brez PC. 
Metabolna aktivnost in celokupna koncentracija celičnih proteinov se glede na rezultate  
testov povečata. Test privzema NR ne kaže nobenih statistično značilnih razlik v primerjavi 
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Slika 18: Vpliv nano TiO2-2  na SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi. Vrednosti so normalizirane na negativno 
kontrolo (NK). Število celic na jamico: 20000. Karakteristike grafa: x̅ ± SD; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
 
Delci nano TiO2 brez PC v koncentracijah nad 10 µg/mL manjšajo metabolno aktivnost 
celic, kar je pri testu z resazurinom statistično potrjeno. Prav tako so razvidne razlike v 
primerjavi z delci s PC. Z metodo CBB je učinek viden le pri nekaterih koncentracijah. 
Učinek ni sorazmeren s koncentracijo delcev. Test privzema NR ne kaže nobenih statistično 
značilnih rezultatov (slika 19). 
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Slika 19: Vpliv nano TiO2-3  na SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi. Vrednosti so normalizirane na negativno 
kontrolo (NK). Število celic na jamico: 20000. Karakteristike grafa: x̅ ± SD; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
 
Delci CuO delujejo citotoksično, kar so pokazale vse tri metode. Viden je od doze odvisen 
vpliv (razen pri testu privzema NR, kjer je pri koncentraciji 75 µg/mL prišlo do povečanja 
fluorescence). Test z resazurinom s statistično potrjenostjo kaže, da so CuO brez PC bolj 
toksični od CuO s PC. Ostali metodi tega učinka ne potrdita (slika 20).  
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Slika 20: Vpliv nano CuO  na SH-SY5Y po 24-urni izpostavitvi. Vrednosti so normalizirane na negativno 
kontrolo (NK). Število celic na jamico: 20000. Karakteristike grafa: ?̅? ± 𝑆𝐷; t-test vrednosti posameznega 
tretmaja v primerjavi s kontrolo *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti delcev s proteinsko 
korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
 
4.3 PRIMERJAVA VPLIVA RAZLIČNIH NANODELCEV NA PRAŽIVAL T. 
THERMOPHILA 
Po izpostavitvi nižjim koncentracijam delcev TiO2-1   brez PC opazimo nekoliko zmanjšano 
metabolno aktivnost celic. Vpliva drugače ne opazimo. Pri delcih TiO2-2 je viden 
stimulatoren učinek na metabolno aktivnosti po izpostavitvi večjim koncentracijam delcev s 
PC. Statistično značilnih razlik med delci s in brez PC ni. Pri TiO2-3 vidimo trend upada 
metabolne aktivnosti pri dveh manjših koncentracijah in dviga pri večjih koncentracijah, 
vendar brez statistično značilnih razlik v primerjavi s kontrolo. Tako po izpostavitvi CuO s 
PC kot CuO brez PC, vidimo trend povečevanja metabolne aktivnosti pri večjih 
koncentracijah ND. Statistično značilnih razlik med kulturami izpostavljenimi delcem s in 
brez PC ni, razen pri koncentraciji 75 µg/mL (Slika 21).  
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Slika 21: Vpliv vseh izbranih ND na metabolno aktivnost T. thermophila po 24-urni izpostavitvi. Vrednosti so 
normalizirane na negativno kontrolo (NK). Število celic na jamico: 2000. Karakteristike grafa: ?̅? ± SD; t-test 
vrednosti posameznega tretmaja v primerjavi s kontrolo *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; t-test vrednosti 
delcev s proteinsko korono v primerjavi z delci brez: °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001 
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4.4 PRIMERJAVA VPLIVA DELCEV S IN BREZ PROTEINSKE KORONE 
S t-testom smo preverili ali se vpliva delcev s in brez PC statistično pomembno razlikujeta 
(preglednica 6). 
Preglednica 6: Statistično značilne razlike med vplivom delcev s in brez proteinske korone; t-test vrednosti ND 
s PC primerjavi z ND brez PC °p < 0,05; °°p < 0,01; °°°p < 0,001. 
TiO2-1   1 μg/mL 10 μg/mL 50 μg/mL 75 μg/mL 
Resazurin         
NR         
CBB   °     
TTH resazurin         
TiO2-2 1 μg/mL 10 μg/mL 50 μg/mL 75 μg/mL 
Resazurin     ° °° 
NR         
CBB ° °°°     
TTH resazurin         
TiO2-3 1 μg/mL 10 μg/mL 50 μg/mL 75 μg/mL 
Resazurin   °° °° °° 
NR         
CBB         
TTH resazurin         
CuO 1 μg/mL 10 μg/mL 50 μg/mL 75 μg/mL 
Resazurin ° °°° °°   
NR         
CBB         
TTH resazurin       ° 
Pri celični liniji SH-SY5Y smo statistično značilne razlike med vplivom delcev s in brez PC 
največkrat opazili pri testu z resazurinom (pri TiO2-2, TiO2-3 in CuO). V primeru TiO2-2 in 
TiO2-3 so bile razlike statistično značilne pri večjih koncentracijah. Pri CuO so bile te razlike 
pri koncentracijah 1 µg/mL, 10 µg/mL in 50 µg/mL. 
Statistično značilnih razlik med učinki delcev s in brez PC, ki jih je pokazal test s CBB, je 
bilo manj. V primeru TiO2-1 je statistično značilna razlika pri 10 µg/mL, pri TiO2-2 pa pri 
koncentracijah 1 µg/mL in 10 µg/mL. 
Pri nobeni vrsti ND nam test privzema NR ni pokazal statistično značilnih razlik med delci 
s in brez PC. 
Edina statistično značilna razlika pri T. thermophila (TTH) je pri največji koncentraciji CuO. 
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4.5 PRIVZEM DELCEV PRI T. THERMOPHILA 
Za ocenitev privzema ND smo se osredotočili na polnost vakuol. Pri negativni kontroli (slika 
22) v prebavnih vakuolah ni vidnih ND. 
 
Pri celicah T. thermophila, ki so bile izpostavljene delcem TiO2-1   s PC (10 µg/mL), lahko 
pod 400x povečavo opazimo manjšo količino ND v prebavnih vakuolah (slika 23). Pri 
koncentraciji 75 µg/mL so vakuole zelo polne (slika 24 in 25). Z delci napolnjene prebavne 
vakuole opazimo tudi pri T. thermophila, ki so bile izpostavljene delcem TiO2  brez PC (slike 
26, 27, 28). Ob višjih koncentracijah delcev v okolju, je tudi privzem večji.  
 
 
Slika 22: Neizpostavljena T. thermophila (negativna kontrola) pod svetlobnim mikroskopom pri 400x 
povečavi. Uporabljena filtra BF (levo) in DIC (desno). 
Slika 23: T. thermophila po 24-urni izpostavitvi TiO2-1 s proteinsko korono (koncentracija delcev 10 µg/mL) 
pod svetlobnim mikroskopom pri 400x povečavi. Uporabljena filtra BF (levo) in DIC (desno). 
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Slika 24: T. thermophila po 24-urni izpostavitvi TiO2-1 s proteinsko korono (koncentracija delcev 75 µg/mL) 
pod svetlobnim mikroskopom pri 400x povečavi. Uporabljen filter BF. 
 
 
Slika 25: T. thermophila po 24-urni izpostavitvi TiO2-1 s proteinsko korono (koncentracija delcev 75 µg/mL) 
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Slika 26: T. thermophila po 24-urni izpostavitvi TiO2-1 brez proteinske korone (koncentracija delcev 75 
µg/mL) pod svetlobnim mikroskopom pri 400x povečavi. Uporabljen filter BF. 
 
 
Slika 27: T. thermophila po 24-urni izpostavitvi TiO2-1 brez proteinske korone (koncentracija delcev 75 
µg/mL) pod svetlobnim mikroskopom pri 400x povečavi. Uporabljen filter DIC. 
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Bolj ali manj napolnjene vakuole smo opazili pri vseh celicah T. thermophila, ki so bile 
izpostavljene ND (preglednica 7).  
 









TiO2-1 s PC 24 400 BF, DIC 10 DA 
TiO2-1 s PC 24 400 BF, DIC 75 DA 
TiO2-1 brez PC 24 400 BF, DIC 10 DA 
TiO2-1 brez PC 24 400 BF, DIC 75 DA 
TiO2-2 s PC 24 400 BF, DIC 10 DA 
TiO2-2 s PC 24 400 BF, DIC 75 DA 
TiO2-2 brez PC 24 400 BF, DIC 10 DA 
TiO2-2 brez PC 24 400 BF, DIC 75 DA 





Slika 28: T. thermophila po 24-urni izpostavitvi TiO2-2 brez proteinske korone pri koncentraciji 75 µg/mL 
(levo) in 10 µg/mL (desno) pri 400x povečavi. Uporabljen filter DIC. 
44 
Vrečko S. Vpliv in privzem izbranih nanomaterialov pri praživali T.thermophila in celični liniji SH-SY5Y. 




Z magistrsko nalogo smo želeli primerjati vpliv in privzem TiO2 in CuO ND na celično linijo 
SH-SY5Y in pražival T. thermophila. S tem smo želeli ugotoviti ali obstajajo razlike med 
vplivi ND na različne testne celice. Namen magistrskega dela je bil raziskati ali predhodno 
ustvarjena proteinska korona vpliva na morebitno citotoksičnost in privzem delcev. 
Predpostavljali smo, da se bo vpliv in privzem delcev na humano celično linijo in enocelični 
organizem razlikoval; ter da bo proteinska korona pomembno vplivala na privzem delcev 
pri obeh vrstah celic. Želeli smo pridobiti novo znanje o možnosti spreminjanja delcev na 
celice tako, da delce predhodno oblečemo s proteini. 
 
Testirali smo štiri vrste delcev- tri vrste TiO2 in eno vrsto CuO nanodelcev. Za nano CuO 
smo pričakovali, da bodo zaradi odtapljanja ionov delovali bolj citotoksično od kemijsko 
inertnih TiO2 delcev, kar se je pri humani liniji SH-SY5Y izkazalo za resnično. Za testiranje 
smo uporabili tri teste citotoksičnosti, da bi pridobili čimbolj verodostojne informacije o 
stanju tretiranih celic. Rezultati različnih testov citotoksičnosti niso vedno skladno pokazali 
vpliva določene vrste ND. Dobljene vrednosti so v nekaterih primerih presegle vrednost 
negativne kontrole, kar je lahko posledica interference, agregiranja delcev, variabilnosti in 
napak pri testiranju. Najpogosteje se je to zgodilo pri testu privzema NR in testu CBB. Pri 
testu privzema NR, lahko vrednosti višje od negativne kontrole pomenijo tudi povečan 
privzem delcev v celice. 
 
Za testiranje privzema, smo se posluževali testa privzema barvila nevtral rdeče pri celični 
liniji SH-SY5Y ter svetlobne mikroskopije pri praživali T. thermophila. ND se po privzemu 
lahko kopičijo v lizosomih celic, kar lahko poveča velikost in število lizosomov (Kononenko 
in sod., 2019) in kar zaznamo z barvilom NR- ob vrednostih fluorescence višjih od negativne 
kontrole, lahko sklepamo na povečan privzem delcev v celice. Zaradi statistično neznačilnih 
razlik v primerjavi z negativno kontrolo pri tem testu, o privzemu delcev v celice SH-SY5Y 
ne moremo z gotovostjo govoriti.  
 
5.1 PRIVZEM DELCEV V HUMANO CELIČNO LINIJO IN V ENOCELIČNI 
ORGANIZEM SE RAZLIKUJE 
Rezultati testa privzema barvila NR v celice humane celične linije SH-SY5Y, ne kažejo 
statistično značilnih razlik med posameznimi izpostavitvami delcem TiO2 in negativno 
kontrolo, zaradi česar lahko sklepamo na nedotaknjenost in enako število lizosomov. 
Povečano fluorescenco pri nano CuO brez PC (koncentracija 75 µg/mL) bi sicer lahko 
pripisali povečanemu številu lizosomov, kar je lahko posledica kopičenja ND (Kononenko 
in sod., 2019), vendar gre za osamljen primer, kar onemogoča delanje zaključkov. 
Valdiglesias in sod. (2013), ki so raziskovali vpliv in privzem dveh različnih TiO2 delcev, 
so ugotovili, da celice SH-SY5Y v koncentracijskem območju ND 80- 150 µg/mL 
privzemajo ND. Pri tem je potrebno upoštevati, da so uporabljali večje  koncentracije ND 
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kot v naši raziskavi, kar je lahko rezultiralo v zaznanem privzemu, hkrati pa so za 
ugotavljanje privzema uporabljali pretočno citometrijo. Za dopolnitev našega 
raziskovalnega dela, bi bilo potrebnih več eksperimentov, opremljenih z mikroskopskim 
pregledom celic in pretočno citometrijo, da bi ugotovili v kolikšni meri celice celične linije 
SH-SY5Y privzemajo ND.  
 
Celični privzem pri Tetrahymena thermophila smo poskusili oceniti s svetlobno 
mikroskopijo glede na to ali so prebavne vakuole vsebovale ND. Uporabili smo dve vrsti 
titanijevih ND (TiO2-1 in TiO2-2). Iz mikrografov je razvidno, da so fagocitirajoče celice T. 
thermophila zaužile ND in jih shranile v prebavnih vakuolah. Opazili smo povečan celični 
privzem titanijev ND s PC, kar je v skladu z raziskavo Wanga in sod. (2019), ki so pri T. 
thermophila dokazali induciranje celičnega privzema pri oplaščevanju delcev z BSA. 
Povečan celični privzem delcev s PC je lahko posledica samega BSA, ki je predstavljal vir 
proteinov v drugače revnem gojišču brez peptona. Na osnovi rezultatov našega 
raziskovalnega dela, o razlikovanju celičnega privzema med različnimi celicami, ne moremo 
z gotovostjo govoriti. Rezultati kažejo, da T. thermophila privzemajo ND, kar je v skladu z 
znanimi dejstvi. T. thermophila so namreč fagocitirajoči mikroorganizmi, z dobro razvitim 
sistemom za internalizacijo ND (Maurya in Pandey, 2020). Pri celični liniji SH-SY5Y smo 
pri nekaterih ND dobili večje število povečanih standardnih odklonov fluorescence barvila 
NR, kar dodatno otežuje zaključke. 
 
5.2 VPLIV DELCEV NA HUMANO CELIČNO LINIJO IN NA ENOCELIČNI 
ORGANIZEM SE RAZLIKUJE 
Za ugotavljanje vpliva smo uporabili tri vrste TiO2 ND in eno vrsto CuO ND. Za izbrane ND 
smo se odločili, ker gre pri nano TiO2 za kemijsko inerten material (Yapalan in sod., 2010), 
delci CuO pa imajo zaradi odtapljanja Cu+ ionov lahko citotoksičen učinek (Henson in sod., 
2019). Uporabili smo vrste TiO2, ki se razlikujejo po velikosti, kristalni strukturi in 
površinskih alteracijah.  
 
Po naših rezultatih sodeč, TiO2 delci niso dosledno vplivali na celično linijo SH-SY5Y. 
Rezultati so v skladu z raziskavo Valdiglesias in sod. (2013), kjer so pokazali, da različne 
vrste TiO2 delcev niso reducirale viabilnosti SH-SY5Y celic. V naši raziskavi tako doza kot 
proteinska korona nista zmanjšali metabolne aktivnosti teh celic, kar smo merili s testom z 
resazurinom. Izjema so rutilni delci brez proteinske korone (TiO2-3), kjer se kaže od doze 
odvisen odziv. Čeprav izsledki raziskav kažejo, da je anatazna struktura bolj reaktivna in 
citotoksična od rutilne (Ferraro in sod., 2019), lahko razlog za manjšo metabolno aktivnost 
celic SH-SY5Y po izpostavitvi uporabljenim rutilnim ND (TiO2-3) brez PC pripišemo 
drugim dejavnikom. TiO2-3 so v nasprotju z ostalima uporabljenima vrstama titanijevih 
delcev oplaščeni, kar lahko zmanjša agregacijo ND. Posledično je privzem ND v celico 
nemoten, le-ta pa lahko inducira citotoksične učinke (Love in sod., 2020). Po drugi strani 
lahko PC prek različnih mehanizmov prepreči privzem rutilnih delcev, zaradi česar le-ti 
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nimajo citotoksičnega vpliva. Test privzema NR ni pokazal nobenih statistično značilnih 
razlik v primerjavi s kontrolo, po čemer lahko sklepamo na nedotaknjenost lizosomov 
oziroma na ohranjeno celično integriteto. Pri testu s CBB statistično pomembne razlike v 
primerjavi s kontrolo variirajo, saj se pri nekaterih delcih TiO2 pojavijo pri majhnih, pri 
drugih pa večjih koncentracijah. Doslednega vpliva na proliferacijo celic SH-SY5Y ni. 
 
Po rezultatih testa z resazurinom pri praživali bi lahko sklepali, da manjše koncentracije ND 
potencialno zmanjšajo metabolno aktivnost celic T. thermophila. Povečini gre za nižje 
koncentracije delcev brez PC. ND s PC nimajo vpliva ali pa vplivajo stimulatorno na 
metabolno aktivnost, kar pa je s statistično razliko v primerjavi s kotrolo potrjeno le pri 
večjih koncentracijah delcev TiO2-2. Ob pregledu izpostavljenih celic T. thermophila s 
svetlobnim mikroskopom (slike 22-28), smo opazili, da je celični privzem povečan pri delcih 
s PC. Opažanja se skladajo z raziskavo Wanga in sod. (2019), ki so dokazali induciranje 
celičnega privzema pri oplaščevanju delcev z BSA. Naši rezultati ne kažejo, da bi povečan 
privzem pomenil večji toksičen učinek na celice, kar potrjujejo tudi druge raziskave. V 
študiji Rajapakse in sod. (2012) so pokazali, da anatazni titanijevi ND velikosti 15 nm, kljub 
polnjenju vakuol in induciranju spremembe sestave maščobnih kislin membrane, ne 
povzročajo oksidativnega stresa ali drugih toksičnih učinkov. Ugotovili so, da koncentracije 
do 1000 µg/ mL ne predstavljajo nevarnosti za T. thermophila. Primanjkuje pa raziskav, ki 
bi preučevale vplive dolgotrajne izpostavljenosti tem delcem.  
 
Pri razumevanju rezultatov pri celicah SH-SY5Y je pomembno upoštevati možnosti 
interference ND in same PC pri testih citotoksičnosti. Na splošno lahko vidimo večje število 
povečanih standardnih odklonov pri delcih TiO2 s PC, predvsem pri testu privzema NR in 
testu s CBB. Iz tega lahko sklepamo, da prisotnost proteinov vpliva na spektrofotometrične 
in spektrofluorimetrične meritve teh dveh testov. Ong in sod. (2014) so pokazali, da lahko 
dodatek BSA poveča interferenco z Bradfordovim testom in preceni koncentracijo proteinov 
v vzorcu, kar bi lahko pojasnilo odklone rezultatov testa s CBB. Poleg tega lahko na rezultate 
vpliva tudi agregacija delcev s PC. Enak mehanizem, ki ščiti celice pred privzemom delcev 
s PC (Strojan, 2018), lahko moti tudi meritve. Prav tako pri celicah SH-SY5Y izpostavljenih 
delcem TiO2-2 ostaja vprašanje ali gre za dejansko povečano metabolno aktivnost in celično 
proliferacijo ali interferenco ND. Dokazali so namreč, da manjši kovinski delci povečajo 
redukcijski potencial takih materialov. To lahko privede, da ND reducirajo barvila tudi v 
odsotnosti celične aktivnosti. Poleg tega večje koncentracije delcev (nad 10 µg/ mL) 
povečajo možnost motenja meritev (Ong in sod., 2014). Nano TiO2 lahko razpršijo vhodno 
svetlobo, kar vpliva na izmerjeno absorbanco (Ferraro in sod., 2019). 
 
Tako kot pri celicah SH-SY5Y, lahko tudi pri T. thermophila povečane fluorescence 
resazurina po izpostavitvi delcem s PC pripišemo agregiranju le-teh, kar je možna posledica 
PC. Po drugi strani bi povečana metabolna aktivnost v primerjavi s kontrolo in delcev brez 
PC lahko bila posledica vira proteinov, ki ga je predstavljal BSA. Ker smo za teste uporabili 
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revno gojišče brez peptona in kvasnega ekstrakta, je BSA pri delcih s PC predstavljal edini 
vir proteinov. To bi lahko dajalo celicam, ki so bile izpostavljene delcem s PC prednost pred 
kontrolnimi celicami in celicami izpostavljenimi ND brez PC.  
 
CuO ND, ki smo jih uporabili imajo zeta potencial -16 mV in povprečno velikost manjšo 
od 50 nm. Delci so po številnih raziskav citotoksični, kar pogosto pripisujejo odtapljanju 
Cu+ ionov (Henson in sod., 2019). Naši rezultati potrjujejo citotoksičnost ND CuO na celice 
SH-SY5Y. Test z resazurinom in test s CBB sta jasno pokazala od koncentracije odvisen 
citotoksični vpliv delcev. Test privzema NR je pokazal, da sta srednji koncentraciji (10 in 
50 µg/ mL) vplivali citotoksično na celice, vendar je po izpostavitvi največji koncentraciji 
prišlo do ponovne stabilnosti lizosomov. Zakaj je do te anomalije prišlo, je težko reči. Razlog 
bi lahko bil, da je večja koncentracija delcev privedla do njihove agregacije, kar je pogosta 
značilnost ND (Madkour in sod., 2019). Agregati so lahko nase vezali barvilo, zaradi česar 
je prišlo do napačno izmerjene fluorescence. Ker se nerazgradljivi ND kopičijo v lizosomih, 
se lahko poveča število lizosomov v celici. To lahko privede do povečane fluorescence NR 
(Kononenko in Drobne, 2019), kar se je lahko zgodilo tudi v našem primeru.  Test z 
resazurinom sicer kaže na večjo citotoksičnost CuO brez PC, vendar ostali metodi tega 
statistično ne potrjujeta. Odziv je torej v večji meri odvisen od koncentracije ND kot od PC.  
 
Nasprotno toksičnega učinka nano CuO v koncentracijskem območju od 1 do 75 µg/ mL na 
T. thermophila nismo opazili. Tako pri tretiranju z delci s PC kot pri delcih brez PC, je bil 
opazen trend povečevanja metabolne aktivnosti pri koncentracijah ND nad 10 µg/ mL. Delci 
CuO so po raziskavah toksični za številne organizme (Rajput in sod., 2020), pri čemer je 
pogosto predlagan mehanizem toksičnosti nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti oz. ROS 
(Henson in sod., 2019; Rajput in sod., 2020). Nekatere raziskave so pokazale, da je T. 
thermophila tolerantna na oksidativni stres (Ferro in sod., 2020; Rajapakse in sod., 2012), 
kar bi lahko bil razlog za nezmanjšano metabolno aktivnost merjeno s testom z resazurinom.  
 
5.3 UČINEK PROTEINSKE KORONE NA VPLIV DELCEV 
Uporabili smo različne metode za preverjanje citotoksičnosti. Kot najbolj občutljiv test se je 
po naših rezultatih izkazal test z resazurinom, ki je pokazal največ razlik med vplivi delcev 
s in brez PC. S testom privzema NR, nismo pri nobenem izbranem nanomaterialu zaznali 
razlike med delci s in brez PC. Statistično značilen vpliv je pokazal pri celicah SH-SY5Y 
tretiranih s CuO, vendar manj kot ostali metodi ugotavljanja citotoksičnosti. Test s CBB je 
pokazal nekaj razlik, vendar manj od testa z resazurinom.  
 
Na osnovi naših rezultatov domnevamo, da PC vpliva na celično linijo SH-SY5Y tako, da 
zmanjšuje kvarni učinek delcev. To potrjujejo tako rezultati izpostavitve delcem TiO2-3 
(oplaščeni rutilni delci) kot CuO. V primeru rutilnih titanijevih ND, so delci brez PC 
negativno vplivali na metabolno aktivnost celic, delci s PC pa nanjo niso vplivali. Rezultati 
se skladajo s predhodnimi študijami, ki kažejo na varovalni aspekt PC (Wang in sod., 2020). 
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Možnih razlogov je lahko več, najverjetneje pa PC prepreči internalizacijo delcev tako, da 
prepreči direkten stik delca s celično membrano (Mosquera in sod., 2020).  
 
V naši raziskavi nismo ugotovili vpliva PC na učinkovanje TiO2 in CuO ND na enocelično 
pražival T. thermophila. Kot že omenjeno, je povečan celični privzem, ki smo ga s pomočjo 
svetlobne mikroskopije opazili pri titanijevih delcih s PC, v skladu z raziskavo Wanga in 
sod. (2019), ki so pri T. thermophila dokazali induciranje celičnega privzema pri 
oplaščevanju delcev z BSA. Povečan celični privzem delcev s PC je lahko posledica samega 
BSA, ki je predstavljal vir proteinov v drugače revnem gojišču brez peptona. Naši rezultati 
ne kažejo, da bi povečan privzem pomenil večji toksičen učinek na celice, kar potrjujejo tudi 
druge raziskave. 
 
Kot že omenjeno, je pri razumevanju rezultatov pomembno upoštevati možnost interference 
ND in proteinov pri testih citotoksičnosti. Večje število povečanih standardnih odklonov pri 
TiO2 delcih s PC v primerjavi s TiO2 delci brez PC lahko pomeni, da prisotnost proteina 
BSA vpliva na spektrofotometrične in spektrofluorimetrične meritve. Od PC odvisen odziv 
je največkrat opazen pri rezultatih testa z resazurinom, kjer vidimo največ statistično 
značilnih razlik med delci s in brez PC. Po tem lahko zaključimo, da se je v našem primeru 
kot najprimernejša metoda za preverjanje citotoksičnosti in vpliva PC, izkazal test z 
resazurinom.  
 
5.4 OVREDNOTENJE HIPOTEZ 
H1: Vpliv in privzem delcev na humano celično linijo in na enocelični organizem se bo 
pomembno razlikoval 
 
Hipotezo lahko deloma potrdimo, saj se vzorci odziva pri SH-SY5Y in T. thermophila 
razlikujejo. Odziv se je razlikoval predvsem ob izpostavitvi CuO, po čemer lahko sklepamo, 
da so celice SH-SY5Y občutljivejše na te delce od praživali. Dela hipoteze o privzemu ne 
moremo potrditi.  
  
H2: Proteinska korona bo pomembno vplivala na učinke delcev na celice 
 
Pri celicah SH-SY5Y lahko potrdimo, da v primerjavi z golimi delci, sistem s predhodno 
ustvarjeno proteinsko korono zmanjšuje vpliv delcev TiO2-2, TiO2-3 in CuO, pri T. 
thermophila pa vpliva proteinske korone nismo potrdili.  
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• Vpliv delcev CuO in TiO2-3 na celično linijo SH-SY5Y je odvisen od koncentracije 
• Proteinska korona zmanjšuje kvarni vpliv nanodelcev TiO2 in CuO na celice SH-
SY5Y, na pražival Tetrahymena thermophila pa nima vpliva 
• Humana celična linija SH-SY5Y je občutljivejša na izpostavitev nanodelcem TiO2 
in CuO kot pražival Tetrahymena thermophila 
• CuO nanodelci so bolj citotoksični od TiO2 nanodelcev, vendar samo na celično linijo 
SH-SY5Y 
• Povečane fluorescence in absorbance lahko v nekaterih primerih pripišemo 
interferenci ND ali proteinske korone s testnimi reagenti in agregiranju delcev 
• Test z resazurinom se je med tremi preizkušenimi testi izkazal kot najbolj primeren 
test za preverjanja (cito)toksičnosti nanodelcev na testirane celice 
• Tetrahymena thermophila privzema testirane nanodelce 
• Povezave med lastnostmi ND in vplivi na biološke sisteme so multivariatne, zaradi 
česar je opredeljevanje vpliva posameznega parametra oteženo 
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Izziv nanotoksikologije je določevanje ključnih parametrov, ki vplivajo na citotoksičnost 
nanodelcev. V magistrski nalogi smo se osredotočili na primerjavo vplivov nanodelcev TiO2 
in CuO na dva tipa modelnih celic: celično linijo SH-SY5Y in enocelično pražival 
Tetrahymena thermophila. Zanimalo nas je tudi ali se učinki delcev s proteinsko korono (sloj 
proteinov, ki se po izpostavitvi delcev v bioloških tekočinah pritrdi na njihovo površino in 
vpliva na njihove interakcije s celicami) razlikujejo od učinkov delcev brez nje. Uporabili 
smo tri metode za preverjanje citotoksičnosti: test z resazurinom, test privzema barvila NR 
in test s CBB. Pri preverjanju toksičnosti ND na T. thermophila smo uporabili test z 
resazurinom. Za ocenitev celičnega privzema smo uporabili test privzema NR pri celični 
liniji SH-SY5Y, ter svetlobno mikroskopijo pri T. thermophila. Rezultati našega 
raziskovalnega dela kažejo, da je vpliv ND na izpostavljene celice lahko odvisen od 
koncentracije, vendar ni nujno. Od koncentracije odvisen odziv smo opazili pri delcih CuO 
in TiO2-3. Zaradi interference ND z reagenti, agregiranja delcev ali napak pri testiranju, je v 
nekaterih primerih prihajalo do večjih standardnih odklonov pri titanijevih nanodelcih. 
Proteinska korona je v večini primerov zmanjšala kvarni vpliv TiO2 in CuO nanodelcev na 
celice SH-SY5Y, na pražival Tetrahymena thermophila pa ni imela vpliva. Celična linija 
SH-SY5Y se je izkazala kot občutljivejša na izpostavitev TiO2 in CuO nanodelcem kot 
pražival T. thermophila. CuO nanodelci so bolj citotoksični od TiO2 nanodelcev, vendar 
samo za celično linijo SH-SY5Y. Pri ugotavljanju celičnega privzem ND, smo opazili, da je 
T. thermophila kot fagocitirajoč organizem privzela ND. Tega pri celični liniji SH-SY5Y na 
osnovi rezultatov pridobljenih z metodo privzema NR, nismo bili zmožni zaključiti. Ker je 
dejavnikov, ki lahko vplivajo na citotoksičnost  delcev veliko, bi bilo potrebnih več raziskav, 
ki bi bolje opredelile pomembnost posameznega faktorja. Koristno bi bilo preveriti ali višje 
koncentracije in različno dolge izpostavitve delcem zmanjšajo ali povečajo njihov učinek na 
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